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摘要 目的 : 以 c-Myc-GST 蛋白 为 靶 分 子 ， 从 纳米 抗体 噬菌体 展示 免疫 文库 中 筛选 能 够 特异 
性 识别 c-Myc 标签 (EQKLISEEDL) 的 纳米 抗体 。 方 法 : 采用 固 相 淘 选 技术 ， 和 筛选 出 能 与 
c-Myc 标签 特异 性 结合 的 噬菌体 ，phage-ELISA 鉴定 阳性 克隆 并 测序 ， 通 过 基因 重组 技术 将 
阳性 噬菌体 编码 的 纳米 抗体 基因 克隆 至 原核 表达 载体 (+)， 转 化 至 大 肠 杆 菌 
Rosetta(DE3), IPTG 诱导 表达 ，SDS-PAGE 分 析 重 组 蛋白 表达 情况 。 采 用 间接 ELISA 和 量 
子 点 免疫 荧光 法 验证 纳米 抗体 的 结合 活性 和 特异 性 。 结 果 : rupee 选 ， 具 有 结合 活 
性 的 噬菌体 克隆 得 到 了 有 效 富 集 ， 回 收 率 提高 了 145 倍 ， 阳 性 率 从 20.83% 提 高 至 85.4%。 
将 phage-ELISA 鉴定 显 色 值 高 的 两 个 纳米 抗体 A25 和 A26 分 别 进 行 了 重组 表达 ,SDS-PAGE 
结果 显示 均 为 可 溶性 表达 ， 表 达 量 为 60 mg/L。 间 接 ELISA 结果 表明 重组 蛋白 A25 和 A26 
都 能 够 识别 c-Myc 标签 ， 量 子 点 免疫 荧光 法 验证 得 到 纳米 抗体 A25 能 够 对 SP2/0 细胞 内 的 
c-Myc 蛋白 进行 检测 。 结 论 : 成 功 地 筛选 出 与 c-Myc 标签 结合 的 纳米 抗体 噬菌体 克隆 ， 构 建 
了 两 个 抗 c-Myc 标签 纳米 抗体 的 原核 表达 载体 并 实现 了 可 溶性 表达 ， 为 检测 胞 内 c-Myc & 
白 黄 定 基础 。 
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Biopanning of anti c-Myc-tag nanobodies 


and its application for bioimaging 
Li Jin-jing !*, Xu Fei !, Ji Yan-wei?*, Shu Mei23,Tu Zhui >*, Fu Jin-heng”* 


(1 Institute Of Life Sciences, Nanchang University, Nanchang 330031) 
(2 Sino-Germany Joint Research Institute, Nanchang University, Nanchang 330047) 
(3 State Key Laboratory of Food Science and Technology, Nanchang University, Nanchang 330047) 

Abstract Objective: Using c-Myc-GST protein as target molecule, nanobodies that can specifically 
recognize c-Myc tags (EQKLISEEDL) were screened from phage displayed immune libraries. 

Methods: Screening of phages specific bingding c-Myc-tag by solid-phase biopanning technology. 
Positive clones were identified by phage ELISA and then sequenced. The DNA fragment that 
coded positive nanobody phages were subclone to pET25b (+) vector ,the recombinant expression 
vector transformed into E.coli Rosetta (DE3) cells for expression under induction of IPTG. 
SDS-PAGE was used to analysis of recombinant protein expression. Finally, the binding activity 
and specificity of the nanobodies were confirmed by indirect ELISA and quantum dot 
immunofluorescence technology. Result: After four cycles solid-phase biopanning, phage with 
binding activity clones were effectively enriched, the recovery rate was improved by 145 times 
and positive rate increased from 20.83% to 85.4%. The nanobodies A25 and A26 with high ODaso 
in phage-ELISA were recombinantly expressed , the production yield was 60 mg/L. Indirect 
ELISA results indicate that the recombinant proteins A25 and A26 can recognize the c-Myc-tag. 


* 通 讯 作者 电子 邮箱 : tuzhui@ncu.edu.cn; fujiheng@ncu.edu.cn 


Quantum dot immunofluorescence technology results showed that A25 could detect c-Myc protein 
in SP2/0 cells Conclusion: Anti-c-Myc tagged nanobodies were successfully screened and two 
prokaryotic expression vector were constructed, the recombinant proteins achieved souble 
expression. And these laid the foundation for the detection of intracellular c-Myc protein. 
Keywords Nanobody; c-Myc; phage display; ELISA; quantum dot 


myc 家 族 是 原 癌 基 因 家 族 中 一 种 ， 其 家 族 成 员 包 括 C-Myc (cell myc), N-Myc (human 
neuroblastomas), L-Myc (small cell lung carcinomas) 由。 其 中 c-Myc 是 一 种 常见 的 易 发 生 
突变 的 基因 ， 基 因 序 列 分 析 发 现 c-Myc 有 3 个 外 显 子 ， 外 显 子 1 不 参与 编码 作用 ， 外 显 子 2 
和 3 编码 439 个 氨基 酸 组 成 的 磷酸 蛋白 (Genbank No. NP_002458.2) 已 3。 人 c-Myc 原 癌 基 
因 位 于 第 8 号 染色 体 q24 区 带 上 , 它 的 表达 产物 与 细胞 的 生长 分 裂 密 切 相 关 ，c-Myc 基因 能 
刺激 细胞 的 增殖 与 促进 细胞 的 凋 亡 % 习 。 研 究 发 现在 众多 肿瘤 细胞 中 如 乳腺 癌 、 结 肠 癌 、 富 
SUE, c-Myc 均 呈 现 高 表达 量 现 象 (410。c-Myc 蛋白 的 检测 方法 主要 包括 常规 的 ELISA 检 
测 、 和 免疫 组 化 、 免 疫 共 沉淀 以 及 新 型 的 电化 学 免疫 检测 等 技术 员 归 ， 这些 技术 依赖 于 高 亲 和 
力 与 高 特异 性 的 抗体 ， 目 前 最 常用 的 检测 c-Myc 蛋白 的 抗体 大 多 数 为 单 克隆 抗体 ， 纳 米 抗 
体 (Nanobody, Nb) 是 一 种 来 源 于 驼 源 类 动物 体内 重 链 抗体 的 小 分 子 功能 性 片段 ， 仅 由 一 
个 重 链 可 变 区 构成 ， 是 目前 已 知 的 最 小 的 抗原 结合 片段 9 ， 具 有 分 子 量 小 、 免 疫 原 性 低 、 
稳定 性 好 、 易 于 基因 工程 改造 等 优点 0517, 在 医学 诊断 与 治疗 方面 受到 越 来 越 多 的 关注 229。 

在 前 期 工作 中 ， 实 验 室 采用 带 有 c-Myc 标签 “EQKLISEEDL) 的 蛋白 免疫 羊 驼 ， 并 成 
功 构 建 了 纳米 抗体 噬菌体 展示 免疫 文库 。 本 研究 以 c-Myc-GST 蛋白 作为 靶 分 子 ， 通 过 固 相 
淘 选 技术 ， 从 纳米 抗体 叭 菌 体 展 示 免 疫 文 库 中 筛选 出 能 与 c-Myc 标签 特异 性 结合 的 纳米 抗 
体 展示 噬菌体 ， 并 通过 基因 重组 技术 在 大 肠 杆菌 中 进行 表达 和 生物 活性 检测 ， 为 抗 c-Myc 
标签 纳米 抗体 的 应 用 黄 定 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 材料 与 试剂 

纳米 抗体 吹 菌 体 展示 免疫 文库 、M13K0O7 RERE, KITA DH5a、Rosetta(DE3)、 
原核 表达 载体 pET25b(+). SP2/0 骨髓 瘤 细 胞 株 均 由 本 实验 室 保存 ; 限制 性 内 切 酶 Nco I, Not 
7 和 T4 DNA 连接 酶 .质粒 小 提 试 剂 盒 .DNA 凝 胶 回 收 试剂 盒 和 PCR 纯化 试剂 盒 购 于 TaKaRa 
公司 ; HRP 标记 的 抗 M13 抗体 GE Healthcare 公司 ，HRP 标记 的 抗 His 标签 鼠 单 克隆 抗体 
自 北京 易 国 公司 ，Ni2-NTA 亲 和 层 析 柱 购 自 Sigma 公司 ; 量子 点 标记 链 霉 亲 和 素 -605 nm 
QDs-SA) 购 自 武汉 咖 源 量子 点 技术 开发 有 限 责 任 公 司 ; 生物 素 标记 的 抗 His 标签 单 克隆 
体 购 自 北 京 博 奥 森 生 物 有 限 公 司 ; 3,3,$,$- 四 甲 基 联 苯胺 (Tetramethylbenzidine, TMB). 
丙 基 -B-D- 硫 代 吡 喃 半 乳 糖苷 〈Isopropy-B-D-thiogalactoside，IPTG) 以 及 其 他 生化 试剂 均 
国产 分 析 纯 。 
.2 仪器 与 设备 

Multiskan FC 酶 联 免疫 检测 仪 、Multfuge XIR 低温 高 速 离心 机 、 细 胞 培养 箱 、Nanodrop 
1000， 美 国 Thermo 公司 ，DYY- -I M 稳 压 电泳 北京 六 一 仪器 厂 ， 倒 置 欧 光 显 微 镜 型 号 
(TE2000, Nikon 公司 )。 

1. 3 实验 方法 
1.3.1 抗 c-Myc 标签 纳米 抗体 的 淘 选 

参考 文献 [18] 采 用 固 相 淘 选 方法 从 已 构建 的 纳米 抗体 吻 菌 体 展 示 免 疫 文 库 进 行 4 轮 淘 
选 , 具体 方法 如 下 : 1~4 轮 包 被 抗原 浓度 分 别 为 : 100、70、50、30 pg/mL, ;, 以 3% BSA-PBS 
和 3% OVA-PBS 交 蔡 作为 封闭 液 ,加 入 100 uL 哈 菌 体 抗体 库 ( 滴 度 约 1x101 Colony-Forming 


Units, cfu) PBST (4 0.5% Tween-20 ) 洗 涤 3~6 次 , PBS 洗涤 10~25 次 ; 再 以 100 uL Gly-HC1 
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溶液 (pH=2.2) 洗 脱 特异 性 结合 的 噬菌体 ， 加 入 35 uL Tris-HCl (pH=8.5) 中 和 洗 脱 物 。 取 
10 uL 洗 脱 物 测 定 滴 度 ， 余 下 的 洗 脱 物 扩 增 后 用 于 下 一 轮 淘 选 。( 回 收 率 = 洗 脱 的 噬菌体 数 / 
投入 的 哈 菌 体 数 ， 富 集 度 = 后 一 轮 噬菌体 回收 率 /前 一 轮 哈 菌 体 回 收 率 ) 
1. 3.2 间接 phage-ELISA 鉴定 阳性 克隆 

分 别 从 第 2~4 轮 每 轮 测 定 洗 脱 唉 菌 体 滴 度 平板 上 随机 挑选 48 个 克隆 进行 鉴定 ， 经 辅助 
W Fa AS M13K07 救援 后 得 到 展示 纳米 抗体 噬菌体 ， 采 用 间接 phage-ELISA 进行 阳性 克隆 鉴 
定 参 照 文 献 [18] 进 行 ， 根 据 OD4so 值 来 挑选 阳性 克隆 唉 菌 体 。 阳 性 克隆 判断 标准 为 测试 样品 
450 nm 处 吸光 值 (CS) 与 阴性 对 照 450 nm 处 吸光 值 (N) 的 比值 (S/N) 21.5. 
1. 3. 3 表达 载体 pET25b (+) -Myc-A25、pET25b (+) -Myc-A26 的 构建 

分 别 以 pHEN-Myc-A25 、 pHEN-Myc-A26 为 模板 ， 通过 ApVhFl 

(5 -TCGCGGCCCAGGCCGGCCATGGCCCAGKTGCAGCTCGTGGAGTCNGGNGG-3? )、 

pHEN-R (5’-GCCCCATTCAGATCCTCTTC-3’) 为 引物 ，PCR 扩 增 出 目的 基因 片段 ， 对 目 
的 基因 与 pET25b(+) 表 达 载 体 分 别 用 限制 性 内 切 酶 Nco IA Not 1 进行 酶 切 ，DNA 琼脂 糖 凝 
胶 回 收 试剂 盒 回 收 酶 切 产物 , 将 回收 的 目的 基因 片段 与 载体 以 1:3 的 摩尔 比 用 T4 DNA 连接 
酶 连接 ， 电 转化 连接 产物 至 大 肠 杆 菌 DH5a 感 受 态 细胞 中 ; 采用 菌落 PCR 验证 转化 子 ， 阳 
性 克隆 进行 测序 。 
1. 3.4 抗 c-Myc 标签 纳米 抗体 的 表达 与 纯化 

将 重组 质粒 pET25b(+)-Myc-A25、pET25b(+)-Myc-A26 转化 至 表达 宿主 菌 Rosetta(DE3) 
感受 态 细胞 中 ; 挑 取 单 菌落 接种 于 5 ml LB-AC( 100 pg/mL AFERAN 34 pg/ml A 
素 ) 的 液体 培养 基 中 37 'C 震 荡 培 养 过 夜 ， 以 1% 接 种 量 接种 于 50 ml 含 2% 葡 萄 糖 的 LB-AC 
培养 基 中 , 37°C IAI FEA OD 6oo~0.6 时 向 培养 物 中 加 入 IPTG 至 终 浓 度 为 0.1 mM, 25 °C 
振荡 培养 6h; 收集 培养 物 6000 rpm 离心 15 min 后 收集 菌 体 ,用 1/5 体积 PBS AMAER A 
体 ， 超 声 破碎 至 清亮 后 8000 rpm 离心 15 min 收集 上 清 ，Ni?1-NTA 柱 纯化 上 清 ，SDS-PAGE 
分 析 纯 化 结果 。 
1. 3.5 间接 ELISA 鉴定 抗 c-Myc 纳米 抗体 的 活性 

5 hg/mL c-Myc-GST 蛋白 100 pL/ 和 孔 包 被 于 酶 标 板 孔 中 ,PBST 洗 板 4 次 ,4% 脱 脂 乳 37 °C 
封闭 2 h, PBST 洗 板 4 次 后 加 入 1.3.4 中 纯化 后 的 纳米 抗体 2.5 ug/mL 100 pL/ 筷 37 “CIR A 
h, PBST 洗 板 4 次 ，100 pL/ 孔 加 入 1:5000 HRP 标记 的 抗 His 标签 鼠 源 单 克隆 抗体 ，PBST 
洗 板 6 次 ， 加 入 100 HL/ 孔 反应 底 物 TMB 显 色 液 ， 37 CHA 10min, 最 后 加 入 50uL/FL 2M 
H2SO4 终止 反应 ， 测 定 OD4so。 
1.3.6 量子 点 免疫 荧光 法 检测 胞 内 Myc 蛋白 

将 处 于 对 数 生 长 期 的 骨髓 瘤 细 胞 株 SP2/0 接种 到 细胞 爬 片 上 置 于 六 和 孔 细胞 板 中 , 使 细胞 
长 满 玻 片 后 加 入 预 冷 的 丙酮 固定 10 min, AEM a TBS 缓冲 液 冲 洗 数 次 ; 加 入 lmL 
细胞 封闭 液 ，37 CHA 15 min, WIN A25 蛋白 溶液 37 “CHA 2h, TBST 冲洗 数 次 后 滴 加 
生物 素 标 记 的 抗 His 标签 单 克 隆 抗体 ，37 它 有 旷 育 30min， 洗 涤 数 次 后 加 入 1 mL 细胞 封闭 液 
封闭 15 min， 滴 加 QDs-SA 溶液 37 CHA 30 min, 洗涤 后 待 细 胞 候 片 完全 干燥 后 滴 加 封 片 
剂 ， 盖 片 后 在 荧光 显微镜 中 观察 细胞 。 
2 结果 
2.1 抗 c-Myc 标签 纳米 抗体 的 淘 选 与 鉴定 

以 c-Myc-GST 融合 和 蛋白 为 靶 人 分子， 从 纳米 抗体 噬菌体 展示 免疫 文库 中 进行 抗 c-Myc 标 
签 纳米 抗体 的 淘 选 ， 经 过 4 轮 固 相 淘 选 ， 每 轮 以 “吸附 -洗涤 - 洗 脱 - 扩 增 ?为 基本 步骤 ， 刘 分 子 
的 包 被 浓度 逐步 降低 ， 洗 涤 强 度 逐 步 增强 来 富 集 特 异性 抗 c-Myc 标签 纳米 抗体 。 通 过 4 轮 
淘 选 ， 结 果 如 表 1 所 示 哈 菌 体 的 洗 脱 量 从 7.1x105 cfu/mL 增加 到 1.0x108 cfu/mL， 回 收 率 提 
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高 了 145 倍 ， 同 时 第 四 轮 富 集 度 达 1.94， 采 用 间接 phage-ELISA 从 2~4 轮 洗 脱 滴 度 平板 上 


鉴定 阳性 克隆 鉴定 结果 如 图 1 所 示 ， 阳 性 率 分 别 为 : 20.83%、12.5%、85.4%， 结 果 表 明 随 
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体 在 FR 


着 淘 选 轮 次 的 增加 ， 特 异性 

采用 Clustal W 软件 进 
Chttp://www.imgt.org/) 比 对 序列 结果 发 现 ， 所 得 到 11 种 抗体 基因 
的 Lama glama 抗体 基因 


E 针 对 c-Myc-GST 有 蛋 


白 的 纳米 抗体 噬菌体 得 到 了 有 效 的 富 集 。 


行 多 序列 对 比分 析 ， 得 到 了 11 种 抗体 序列 。 经 IMGT 数据 库 


有 较 高 的 同 源 性 。 


x 部 分 高 度 同 源 。 将 这 11 种 纳米 抗体 噬菌体 稀释 至 同样 浓度 ， 间 接 phage-ELISA 


功 


基本 属于 IGHV BIR, 与 


区 结果 提示 ， 所 得 到 的 纳米 搞 


结果 如 图 2 所 示 ， 克 隆 A25 和 A26 显 色 值 较 高 ， 采 用 这 两 种 纳米 抗体 进行 后 续 的 实验 。 


表 1 亲 和 淘 选 对 哈 菌 体 的 富 集 


Tab.1 Enrichment of phages in biopanning 


Myc-GST Us Bd PRL AN Wis BR AIG HB 
轮 次 包 被 浓度 (cfu) (cfu) 可 收 率 富 集 度 
Cug/mL ) 
1 100 1.0x10!! 7.1x10° 7.1x10° 一 
2 70 1.0x10!! 8.7x10° 8.7x10° 12.25 
3 50 1.0x10"! 5.3x107 5.3x104 6.09 
4 30 1.0x10!! 1.0108 1.0x103 1.94 
| (es 
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图 1 各 轮 phage-ELISA 鉴定 特异 性 阳性 克隆 结果 


Fig.l The results of the specific positive clones identified by phage-ELISA 
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图 2 间接 phage-ELISA 测定 阳性 噬菌体 克隆 
Fig.2 Indirect phage-ELISA for positive phage clones (PC: Positive Control; NC: Negative Control; BK: 
Blank) 

2. 2 表达 载体 pET25b (+) -Myc-A25、pET25b (+) -Myc-A26 的 构建 与 鉴定 

按照 1.3.3 的 方法 构建 原核 表达 载体 pET25b(+)-Myc-A25、pET25b(+)-Myc-A26， 阳 性 
克隆 的 菌落 PCR 验证 结果 如 图 3 所 示 ， 在 700 bp 处 扩 增 得 到 目的 条 带 ， 初 步 表 明 目 的 基因 
已 转 入 表达 载体 ， 测 序 结果 显示 目的 片段 正确 ， pET25b(+)-Myc-A25、pET25b(+)-Myc-A26 
表达 载体 构建 成 功 (序列 比 对 图 4 所 示 )。 


M I 2 3 4 5 6 7 8 


图 3 A25, A26 重组 载体 菌落 PCR 鉴定 
Fig.3 PCR products for recombinant plasmid colony of A25, A26 (M: DNA Maker; lanes 1 ~ 4: A25 


recombinant colonies; Lane 5 ~ 8: A26 recombinant colonies ) 
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FR1 CDR1 FR2 CDR2 


A25 QVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCSAS GFAFNLFY MGWVRQAPGKGLEWVAD IDNTGDK- 


A26 QVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCTIVS GFPLDNYA IGWLRQAPGKEREGVAC ISNRGGRT 


FR3 CDR3 


A25 YYAESVEGRFTVSRDNAKKTLYLOMDSLKSEDTAQYYC LKGGCRETFSLCAR--— 


A26 DYVDSVRGRFTISRDNAKKTVYLOMHNLKPEDTGIYYC VAPEMFRPCKLSSEDVRH 


FR4 


A25 -GQGTQOVTVSS 


A26 WGHGTOVTVSS 
图 4 纳米 抗体 氨基 酸 序列 比 对 


Fig.4 Comparison of the deduced amino acid sequences of nanobodies 


2. 3 纳米 抗体 的 表达 与 纯化 

将 构建 好 的 表达 载体 转化 至 大 肠 杆 菌 Rosetta (DE3), 0.1 mmol/L IPTG 25 CEKA 
6h， 超 声 破 碎 后 离心 收集 上 清和 沉淀 ， 上 清 经 过 Ni2*-NTA 柱 纯化 后 ，SDS-PAGE 电泳 后 得 
到 20 KDa 左右 的 目的 蛋白 (图 5),， 目 的 蛋白 大 小 符合 预期 ， 经 Nanodrop 1000 定量 计算 得 
出 重组 蛋白 表达 量 达 60 mg/L。 


5 纳米 抗体 SDS-PAGE 分 析 
Fig.5 SDS-PAGE analysis of purification ofnanobody (M: protein maker; Lane 1: A25 nickel column 
flowthrough; lane 2: A26 nickel column flowthrough; lanes 3-4: nickel column purified protein ) 
2. 4 纳米 抗体 A25、A26 的 活性 分 析 
本 文中 使 用 的 纳米 抗体 吗 菌 体 展示 免疫 文库 是 通过 用 c-Myc-BSA 人 工 抗原 对 羊 驼 进行 
免疫 后 所 制备 的 免疫 文库 ， 在 筛选 过 程 中 以 c-Myc-GST 为 靶 蛋 白 ， 目 的 是 为 了 筛选 出 针对 
c-Myc 标签 蛋白 的 纳米 抗体 噬菌体 间接 ELISA 分 析 纳 米 抗体 活性 , 包 被 c-Myc-GST 和 GST 
蛋白 分 别 测定 与 A25、A26 纳米 抗体 的 结合 活性 (图 6)， 两 种 纳米 抗体 与 GST 和 蛋白 的 结合 ; 
性 明显 低 于 c-Myc-GST， 表 明 两 种 纳米 抗体 能 与 c-Myc 蛋白 特异 性 结合 ; 同时 A25 与 
c-Myc-GST 蛋白 的 结合 活性 要 高 于 A26。 
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Myc-GST 


图 6 间接 ELISA 测定 目的 蛋 
Fig. 6 Indirect ELISA for the protein (NC: Negative Control; BK: Blank ) 

2. 5 量子 点 免疫 荧光 法 对 胞 内 Myc 蛋白 特异 性 检测 

将 制备 好 的 细胞 疏 片 倒置 于 艾 光 显微镜 下 观察 ， 结 果 如 图 7 所 示 SP2/0 AA ALE Fr LAN 
A25 纳米 抗体 实验 组 〈B) 中 ， 交 光 激 发 后 视野 中 的 细胞 均 发 射 红色 亚 光 ， 且 在 细胞 外 区 域 
没有 发 生 非特 异性 结合 (A 图 是 在 白光 下 成 像 结果 ); 而 在 没有 加 入 A25 纳米 抗体 的 对 照 组 
(D) 中 无 明显 荧光 被 捕获 〈C 图 是 在 白光 下 成 像 结果 )。 进 而 表明 只 有 添加 A25 纳米 抗体 ， 量 
子 点 才能 识别 SP2/0 细胞 , 才 会 使 细胞 产生 荧光 激发 现象 , 结果 表明 抗 c-Myc 标签 纳米 抗体 
能 特异 性 的 与 SP2/0 胞 内 c-Myc 蛋白 结合 。 


100 um 


100 um 


图 7 QDs-SA 标记 小 鼠 SP2/0 细胞 显 微 成 像 
Fig. 7 QDs-SA-labeled mouse SP2/0 imaging 


3 讨论 

通常 情况 下 原 癌 基因 维持 着 较 低 的 表达 量 或 者 不 表达 , 但 在 某 些 因素 的 作用 下 导致 原 癌 
基因 表达 异常 ， 细 胞 会 逐步 转化 为 恶性 细胞 最 终 导致 细胞 癌变 。 在 正常 细胞 分 裂 的 过 程 中 
c-Myc 基因 的 表达 很 低 ， 然 后 在 癌 细 胞 中 其 表达 量 较 高 ,在 原 发 肿瘤 和 晚期 伴 有 扩散 肿瘤 中 
发 现 了 c-Myc 扩 增 的 现象 四。 研究 发 现在 大 肠 癌 恶性 肿瘤 中 c-Myc 的 表达 量 明显 高 于 其 他 正 
常 组 织 ， 抑 制 c-Myc 的 表达 在 一 定 程度 上 可 以 抑制 癌 细 胞 的 分 裂 [33。 对 于 癌症 细胞 的 检测 
很 容易 发 现 c-Myc 基因 与 其 产物 的 异常 表达 ， 因 此 建立 c-Myc 和 蛋白 的 检测 方法 对 肿瘤 的 早 


期 发 现 与 治疗 具有 普遍 的 意义 。c-Myc 蛋白 的 免疫 学 检测 依赖 于 高 亲和力 抗体 ， 常 规 的 免疫 
组 化 、 人 免疫 共 沉 淀 、 酶 联 免 疫 吸 附 法 等 检测 方法 中 大 多 使 用 单 克 隆 抗 体 ,然而 单 抗 的 筛选 与 
制备 过 程 见 长 , 同时 由 于 单 抗 分 子 量 大 , 组 织 穿 透 性 差 , 不 利于 作为 检测 探 针 实现 胞 内 c-Myc 
蛋白 的 定位 检测 。 

纳米 抗体 具有 高 水 溶性 与 稳定 性 、 低 免疫 原 性 、 组 织 穿 透 性 强 、 易 表达 的 优点 致使 其 广 
泛 的 应 用 于 医学 诊断 、 药 物 开发 、 食 品 安 全 检测 等 方面 +29。 本 研究 从 纳米 抗体 哈 菌 体 展示 
免疫 文库 筛选 出 两 种 能 与 c-Myc-GST 蛋白 特异 性 结合 纳米 抗体 吻 菌 体 (A25, A26), Mt 
基因 重组 技术 构建 了 pET25b(+) 原 核 表 达 载 体 ， 并 在 大 肠 杆 菌 Rosetta (DE3) 中 实现 了 可 游 
性 表达 ， 间 接 ELISA 验证 了 两 种 纳米 抗体 都 能 与 c-Myc-GST 蛋白 特异 性 结合 ， 同 时 通过 量 
子 点 标记 技术 成 功 的 对 SP2/0 细胞 内 的 c-Myc 蛋白 进行 了 检测 ， 研 究 结 果 为 c-Myc BE Al Re 
测 与 治疗 黄 定 基础 。 
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